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論文内容の要　旨
【目　的】
ドーパミンβ－モノオキシゲナーゼ（DβM）はドーパミンからノルアドレナリンの生合成を触
媒する1原子酸素添加酵素で、活性部位に2個の鋼イオンが必須である。本酵素はアドレナリン作
動性ニューロンや副腎髄質クロム親和細胞の分泌顆粒中に局在している。最近、ウシDβMの1次
構造がcDNAの解析から決定された。しかし独立に決定された4つの構造は互いに数カ所のアミノ
酸残基が異なっている。反応動力学的・タンパク質化学的性質が異なるウシDβMが知られている
が、これらの相違が1次構造に基づいている可能性が強く示唆される。
そこで和牛の1個1個の副腎からDβMを簡単・迅速に精製し、得られた酵素の性質を比較し、
同時に1次構造の変異の有無をスクリーニングすることを検討した。
【方　法】
（1）DβMの精製：18個のウシ副腎の1個1個から、ポリエチレングリコール分画・イオン交換
クロマトグラフイ（DEAE－TOYOPEARL，トーソー社）・アフイニティクロマトグラフイ
（Con A－セファロース，PharmaCia社）・ゲルろ過（TSK－GEL G3000SW，トーソー社）に
より精製した。
（2）活性測定：チラミンを基質に用い、酸素電極で02を消費を、また反応産物のオクトパミン
をβ－ヒドロキシベンズアルデヒドに酸化して分光的に定量した。
（3）分子量測定：酵素の分子量はゲルろ過法を組み合わせた低角光散乱法で測定した。
（4）スペクトルの測定：DβMのUVスペクトルはウルトラミクロセルホルダーを装着した分光
器（島津UV－2000）で100〟1の試料を用いて測定した。円偏光2色性（CD）スペクトルは
日本電子社製のスペクトロポーラロメーター（モデルJ－600）を用いて測定した。
（5）アミノ酸分析：DβM（約10〟g）を0．1％フェノールを含む6M HCI蒸気中で、120℃、24
時間加水分解したのち、日立社製のL8500アミノ酸分析計で測定した。内部標準としてγ－ア
ミノ酪酸を用いた。
（6）Cys含有ペプチドのマッピング：18個の副腎より得たDβMのそれぞれについて全てのS－S
結合を、7M塩酸グアニジン存在下でDTTで完全に還元し、N－ヨードアセチルーN’－（5一
スルフォー1－ナフチル）エチレンジアミン（I－AEDANS）で蛍光ラベルした。この標品
をトリプシン消化し、逆相HPLCでペプチドを分離し、蛍光を示すペプチドのみを検出し、比
較した。N末端アミノ酸配列の決定からペプチドを同定した。
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【結　果】
（1）18個の副腎のそれぞれより100～300〟gのDβMが約15％の収率の迅速に（8時間以内）精
製できた。
（2）18個のDβM標品のCys含有ペプチドマップを比較したところ、2つのペプチドフラグメン
ト（plとP2）の含有量のみに有意な変動が認められた。すなわち4個の副腎はPlのみを、
7個の副腎はP2のみを、残りの7個の副腎はPlとP2を等量含んでいた。
（3）PlとP2ゐN末端配列はそれぞれAPDVLIPGQQTTYWC・YY……（C・は蛍光ラベルさ
れたCys残基）とAPDVFIPGQQTTYWC’YV・…‥と決定された。
（4）F208／F208ホモDβM、F208／L208へテロβM、L208／L208ホモDβMはすべて4量
体で、反応動力学的（ミカエリス定数や比活性）・分光学的性質（紫外部光吸収やCD）に有
意な差はなかった。
【考　察】
和牛には208番目のアミノ酸がロイシンである）DβM（L208）とそれがフェニルアラニンであ
るDβM（F208）とが存在することが明らかになった。F208DβMは今回初めて見つかった天然
の変異体であり、DβM遺伝子の1塩基置換（CTC→TTC）が示唆された。Bulkなスケールで精
l　　製した5つのDβM標品について、F208変異体の含有量を調べたところ、10～50％のF208が兄い
だされた。これらのことはウシDβM遺伝子の多様性を示している。
208番目のアミノ酸残基の近くには、活性に必須なTyr216が存在するので、Leu→Phaへの置換
は何らかの活性部位への影響が期待されるが、F／F，L／F，L／Lの3者の酵素の反応動力学的性
質には有意な差はなかった。またタンパク構造上も有意な差は認められなかった。ヒトDβMでは
304番目のアラニンがセリンに置換した変異体がcDNAの解析から見つけられ、その発見酵素の活
性が比較検討されているが、矛盾した結果が得られている。本研究は、天然の材料からタンパク質
を精製し機能と構造の両面から変異体をスクリーニングすることを、セミミクロスケールで行う可
能性に道を拓くものである。
【結　論】
和牛には208番目のロイシンがフェニルアラニンに置換した変異DβMが高頻度に存在する。こ
の変異によってDβMの構造や活性は変化しない。本研究で用いたタンパク質レベルでの変異スク
リーニング法は高感度であり、他のタンパク質にも適用できるものである。
論文審査の結果の要旨
ヒトやウシのドーパミンβ－モノオキシゲナーゼ（DβM）においてcDNAの解析からいくつか
の変異体が見つけられている。一方で酵素的性質の異なるDβMも知られ、これらは一次構造の相
違による可能性が考えられる。そこで本研究では、ウシの副腎一つ一つからのDβMの精製と諸性
質の解析を行い、同時に一次構造上の変異の有無を検討している。
研究方法として、まず副腎1個からDβMを迅速に精製する方法を開発し、システイン残基を蛍
光ラベルした標品のトリプシンペプチドマッピングを行い、システムイン含有ペプチドマップの比
較から変異体の有無を調べている。さらに、電気泳動・ゲルろ過・低角光散乱法・円偏光二色性・
UVスペクトル・反応速度論による解析から、各DβMの活性と構造を比較している。その結果、
次のことを明らかにしている。1）18個の副腎のそれぞれより100～300〟gのDβMが約15％の収
率で迅速に（～8時間）精製できること。2）ペプチドマップの比較から2つのペプチド（Plと
P2）の含有量のみに有意な変動があり、18個の標品中4個の副腎はPlのみを、7個はP2のみ
を、残りの7個はPlとP2を等量含んでいる。3）これらPlとP2のアミノ酸配列の決定から、
208番目のアミノ酸がロイシンである酵素（S208）とそれがフェニルアラニンである酵素（F208）
とが存在する。4）F208／F208ホモ酵素、F208／L208へテロ酵素、L208／L208ホモ酵素はす
べて4量体で、ミカエリス定数・比活性・紫外部光吸収・円偏光二色性に有意な差はない。
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F208DβMは今回初めて見つかった天然の変異体であり、遺伝子の1塩基置換（CTC？TTC）
が推定され、またDβM遺伝子の多様性を示している。本研究で用いたタンパク質レベルでの変異
検索法は高感度であり、他のタンノヾク質にも適用できる。特に天然の材料を用いて変異体をセミミ
クロスケールで検索する道を拓いたものである。よって、博士（医学）の学位に値するものと認め
る。
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